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(54) rule; METHOD FOR MAKING CARTILAGE AND IMPLANTS 

(54) Bcxcichnung: VERFAHREN ZLT^ HERSTELLUNG VON KNORPELGEWEBE UND VON IMPLANTATEN 
(57) Abstract 

The method described serves for in vitro 

production of cartilage and of implants consisting 

at least panially of canilage. It is based on living 

cells that are able to form an extracellular matrix 

of cartilage, and which are placed in an otherwise 

empty cell space (I), and arc left in this cell space 

(1) to form an extracellular matrix of canilage. 

As many -cells are introduced into the cell space 
as necessaiy for it to contain about 5x10' to 10* 
cells per cubic ccnumetre. The cell space (1) 
is separated, at least panially. from a culture- 
medium space (2) sunxjunding the cell space (1) 
by a semipermeable wall (3), or by an open- 
pored wall that acts as a convection barrier. The 
opcn-porsd wall may lake the form of a plate 
(7) made of a bone-substitute material, and be 
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(57) Zusammcnfassung 



Das bcschricbcne Vcifahrcn dicnt zur in viiro Hcnidlung von Knorpclgcwcbc und von Fmplantatcn. die mindestens tcilwcisc aus 
KnorpcJgcwcbc bcsichcn. Es gchi von viialcn Zcilcn aus, die die Rhigkcit habcn. etne exoazelluUit Knoipclmatrix zu bilden und die 
in cincn an sich Iceren Zcllraum (I) cingebracht und tur Bildung eincr extrazellularen Knoipelmacrix in diesem Zcllraum (I) bclas:scn 
werdcn. Es wcrdcn soviclc Zcilcn in den Zcllraum cingcbrachl, dass dieser pro cm' ctwa 5x10^ bis 10' Zcllen cnthflli. Dcr Zcllraum (I) 
ist mindestcns tcilweise durch cine scmipcnncablc Wandung (3) Oder durch eine als Konvcktionsbamcre wirksamc offcnporigc Wandunc 
von cincm den Zcllraum (I) umgebenden Kultumicdium-Raum (2) gcoenni. Die ofrcnporige Wandung kann dabci als Platte f?) aus einem 
Knochcncrsatzmaicrial ausgebildet sctn und im Zcllraum (I) gcgen unicn angcordnei scin. Dadurch sctzcn sich die Zcilcn auf dieser 
Platic m ab und wSchst das im Zcllraum (1) entsichcnde Knorpcigewebe in seine Poren bzw. Obcrflachcnuncbcnhcitcn ein wodurch ein 
Impiancat cnistchi. das aus eincr KnochcncTsarzplaitc (7) und aus ciner diese bedcckcndcn Knorpclschichi bcstcht, und wobci die beiden 
implantatstcile durch Venvachsung foraischlussartig micctnandcr vcibundcn sind. 
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VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG VON KNORPELGEWEBE UND VON IMPLANTATEN 



Die Erfindung liegt auf dem Gebiete der Medizinaltechnik und betrifft ein 
Vcrfahren gemass dem Oberbegriff des ersten, unabhangigen Paienianspruchs 
rur Hersiellung von Knorpelgewebe und von Implantaien zur Reparatur von 
enchondralen und osieochondralen Defekten. Ferner betrifft die Erfindung 
5 eine Anordnung zur Durchfuhrung des Verfahrens und nach dem Venahren 
hergestcllte Implantate nach den Oberbegriffen der entsprechenden, unabhan- 
gigen Paientanspruche. 

10 Knorpelgewebe besteht im wesentlichen aus Chondrozyien und extrazellularer 
Matrix. Die extrazellulare Matrix besieht hauptsachlich aus KoUagen Typ 11 
und Proteoglycanen, dercn Bausieine von den Chondrozyien in den zwischen- 
zellularen Raum ausgeschieden werden, wo sie zu Malcromolekulen zusam- 
mengebaut werden. Die Chondrozyien machcn im Knorpelgewebe eines cr- 

15 wacbsencn Individuums ccwa 5% des Volumens aus. 
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Geienidcnorpel, der al5 knorpeligc Schicht die Enden gelerJcig verbundeoer 
Knochcn iiberzieht, ubemimnit die Funkxion der Lastverteiiung bei Belastung 
des Celenkes. Fur diese Funktion ist das Knorpelgewebe fahig. Wasser auf- 
zunehmen und unier Druck wieder abzugeben. Femer dienen die Gelenk- 
5 knorpel-Oberflachen als Gleiiflachen im Gelenk. 



Knorpel ist ein Gewebe. das sicfa mangels Durchbluiung insbesondere an er- 
wachsenen Individuen kaum regenerien, wenn das zu regenerierende Knor- 

10 pelsiiick ein nur kleines Volumen uberschreitei. Insbesondere Gelenkknorpel 
koonen aber oft altersbedingte Abnutzungs- und Verandemngserscheinungen 
sowie unfallbedingte Verle'^ngen aufweisen, die ein deraniges maximal 
regenerierbares Volumen bei weitem uberschreiten. Solcbe Beschadigungen 
der Knorpelschicht mache ? Bewegung und Belastung von betro£fenen Ge- 

15 leoken schmerzhaft und fuhren zu weiieren Komplikationen wie beispiels- 
weise Entziindungen bedingt durch Synovialflussigkeit, die wegen des Defek- 
tes in der den Knochen abdeckenden Knorpelschicht mit dem Knochen in 
Kontakt kommt. 

20 

Aus dicscn Grunden wird seit langercr Zett versucht. fehlendes oder schad- 
haftes Knorpelgewebe, insbesondere Gelenkknorpel operativ zu ersetzen oder 
zu reparieren. 

25 

Es ist bekarmt, Dcfekie. die Gelenkknorpel oder Gelenkknorpel und darumer 
liegendes Knochengewebe betreffer^ zu reparieren. indem die defekte Stelle 
zu einer Bohrung mil einer moglichst geriau'definienen Geometrie ausgebohn 
wird, indem an einer nicht defekten, vorzugsweise wenig belasteten Stelle 
30 beispielsweise desselbea Gelenkes eine Saule bestehend aus Knorpel und dar- 
unierliegendem Knochen mit moglichs: derselben Geometrie. wie die Boh- 
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rang sie hat. ausgesianzt/ausgebohrt wird und indem die ausgestanzte Saule in 
die Bohrung eingeserzt wire. In derselben Weise werden auch grossere Defek- 
le mil einer Mehrzahi von Sauien repariert (Mosaikplastilc). Diese Meihoden 
sind erfolgreich aber das eigemliche Problem wird im wesenilichen von einer 
5 belasteten Gelenkstelle an eine unbelastete Gelenkstelle verschoben und nicbt 
effektiv gelosi. 



Es wird auch vorgeschiagen, beispieisweise in der Publikation US-3703575 
10 (Thiele). Knorpeldetekte mit rein kunstlichen Implantaten (z.B. Gele. die Pro- 
reine und Polysaccharide enthalten) zu reparieren. Es zeigt sich aber, dass 
damit nur beschrankie Erfotge eraielt werden konnen. weshalb in der neueren 
Entwicklung andere Wege beschritien werden, die aUe von autologen oder 
homologen, vitalen Zellen ausgehen. Es werden beispieisweise in vitro gezuch- 
15 tete. viiale Chondrozvtea oder Zellen, die eine Chondrozytenfunkiion ausuben 
konnen. implaniiert: oder es werden kunstliche Implantaie benuizt, in die 
vitale Chondrozyten eingebracht sind: oder es wird versucht. in vitro Knorpel- 
gewebe zu ziichten und dieses ru implantieren. Das heisst mit anderen Wor- 
ten, nach neuerer Ent\v'ickiung wird versucht, viiales Knorpelgewebe minde- 
10 stens teUweise in vitro zu erzeugen und zu implantieren oder knorpelbildende 
Zellen im zu reparierenden Defeki anzusiedeln. weicfae Zellen in vivo ein 
mindesiens Knorpel-ahaliches Gewebe bilden. 



Beispiele derartiger \'enah.ren sind in den folgenden Publikationen beschrie- 
ben: 



Nach dem Verfahren gemass US-4846835 (Grande) werden kdrpereigene 
Chondrozyten nach tir.e: vorgangigen Ve.Tnehrang in einer Monolayer-Kultur 
fur eine weitere Ve.--shrjng in eine dreidimensionale Kollagenmatrix in 
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Form cines Gels odcr cines Schwammcs eingcbrachi, in welcher Matnx sie 
sich festsetzen und dadurch immobilisien sind. Nach ca. drei Wochen Zellver- 
mefaning wird die dcfekie Knorpeistelle mil dcm Material besiehend aus 
KoUagenmairix und Zellen gefiilli und, um das Transplaniai an der defekien 
5 Stelle festzuhalien, wird ein Sciick Knochenhaui dariiber genaht. Die Knorpel- 
regeneration im Bereiche deraniger Transplantate ist bedeucend besser als 
ohne Transplaniat. 

10 * Nach dem Verfahren gemass US-5053050 (Itay) werden Chondrozyten Oder 
Zellen, die eine Chondrozyten-Funkiion ausiiben konnen, in eine biokom- 
parible, resorbierbare Matrix eingebracbt (32x10^ bis 120x10* Zellen pro cm^), 
in welcher Matrix die Zellen immobilisien sind. Diese Matrix wird implan- 
tien, wobei sich in vivo ein knorpelahnliches Gewebe bildet. Die fur das Im- 

15 plantai verwendeten Chondrozyten werden vorgangig kultiviert und zwar 
zucrst in einer Monolayer-Kuitur und dann suspendien, wobei sie sich zu 
Aggregaten von 30 bis 60 Zellen verbinden. 

20 Nach dem Verfahren gemass US-4963489 (Naughion) wird ebenfalls eine 
dreidimensionale kiinstliche Matrix als Tragermaicrial fur das Implaniat ver- 
wendct. Diese wird bereits fur die Zellkultur verwendet und ist zur besseren 
Adhasion und Versorgung der zu kultivierenden Zellen mit einer vitaJen Bin- 
degewebeschicht uberzogen. Nach einer in vitro durchgefuhrten Zellvermeh- 

25 rung auf der dreidimcnsionalen Matrix, wird diese implamien. Die implantier- 
ten Zellen bilden in vivo das Knorpelgewebe. 

Nach dem Verfahren gemass PCT-WO90/ 12603 (Vacanti et al,) wird eben- 
30 falls eine dreidimensionale Matrix verwendet, die aus abbaubaren, polymeren 
Fasermaierialien bestehi und an die sich Zellen anlagem lassen. Die Zellen 
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werdcn in vitro bereits auf der Matrix Oder in Monolayer-ZeUkulmren ver- 
mehn und die Matrix wird mil den an ihr haftenden und dadurch immobili. 
sienen Zellen implantien. Die Matrix wird in vivo abgebaui und sukzessive 
durch extrazellulare Matrix, die von den Zellen gebildet wird. ersetzt. 



Nacii dem Verfahren gemass US.5326357 (Kandel) werdcn Chondrozyien auf 
einer Schichi aus Fiiterinaterial (MILICELL*-CM mit einer Porengrosse von 
0.4ura) als Monolayer mil einer Dichte von 1.5x10' ZeUen pro cm-' aufge- 
10 brachi. Eine in vitro Kuliur des Monolayers auf dem Filtermaierial ergibi in 
rwei bis vier Wochen eine dunne Knorpelschicht, die in ihrem Aufbau offen- 
bar dem natiiriichen Geienicknorpel enisprichi. und die als solche implantier- 
bar isL 



15 

Es ist auch bekannt, dass Knorpel in sogenannren high density Zellkulturen 
genichiet werden kann. Dabei werden Zellen in einer hoheren Dichte als fur 
cinen Monolayer notwcndig auf einen Trager gebrachi und kuliiviert. Erst 
nach ein bis zwei Stunden wird das Kuliurmedium zugegeben. Nach zwei beis 

20 drei Tagen konirahien sich die Zellschichi auf dem Trager und bilden sich 
sogenannte Microspheres mil Durchmessera in der Grossenordnung von 1mm. 
Im Innem dieser Microspheres bildei sich in der anschliessenden Kultur ein 
Knorpel-artiges Gewebe. wShrend an deren Oberfiache Faserknorpel (Peri- 
chondrium) enisieht. Fur Implaniate ist ein deranig inhomogenes Gewebe 

25 wenig geeignet. 



Sittinger er al. (Biomaterials Bd. 17. Nr. 10, Mai 1996. Guildford GB) schla- 
gen auch vor. fur die Bildung von Knorpel in vitro in eine dreidimensionale 
Matrix vitale ZsUen einrjbringen und die beladene Matrix dann in eine 
semipermeable Membran einzuschliessen. Durch die Membran wird vor allem 
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verhindea dass wahrend der KnorpelbUdung von den Zellen fur den Aufbau 
einer extrazellularen Matrix ausgeschiedene Bauieile nut dem Kultunnedium 
ausgeschwemrat werden. Es isi auch bekannt, Zellkulturen zur Verhinderung 
von Imraunabwehrreakiionen in eine derariige Membran eingeschlossen zu 
S implantieren. 



Alle oben genannten Verfahren, mit denen versucht wird. Knorpel mindestens 
teilweise in vitro herzustellen, sieUen verschiedene Losungen eines langer 

10 bekannicn Problems dar. das sich der Herstellung von Knorpelgewebe durch 
naturliche ZeUen aber unter kunstUchen Bedingungen sielli. Dieses Problem 
besteht darin. dass Chondrozyten unter deranigen in vitro Bedingungen die 
Tendenz haben, relaiiv schneU zu Fibroblasten zu dedifferenzieren, bzw. dass 
es our unter sehr spezifischen Kulturbedingungen moglich ist, Fibroblasten zu 

15 einer Chondrozyien-Funktion zu differenzieren. Durch die Dedifferenzierung 
veriieren Chondrozyten unter anderem ihre Fahigkeit zur Bildung von Typ II 
Collagen, das einen wichtigen Bestandteil von Knorpelgewebe darstelli. 



20 Das Problem der Dedifferenzierung der Chondrozyten wird gemass den oben 
genannien Verfahren dadurch geldsi. dass die Chondrozyten in enisprechend 
dichten Kulmren in einem Monolayer oder in einer dreidimensionalen Matrix 
immobilisiert werden. Es zeigt sich. dass Chondrozyten sich auf diese An 
ohne weseniliche Dedifferenzierung vermehren und extrazellulare Matrix bil- 

25 den. die der extrazellulare n Matrix von nartirlichem Knorpel mindestens ahn- 
lich ist. Die dreidimensionale Matrix dient in den raeisten Fallen nicht nur zur 
Immobilisierung dsr Zellen sondem auch als belasibarer Korper nach der 
Implantation, dean die gebildeten Knorpelgewebe haben in keinera bekannten 
Fall cine Stabiliiai, die nach der Implantation einer auch nur reduzierten 

30 Belascung standhalten kdimte. 
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Die Erandung sieih sich die Aufgabe. ein Verfahren zu schaffen. mil dem in 
einfacher Weise fiir Implaniationen, insbesondere fur Implamaiioneo bei Ge- 
lenkknorpel-Defektea geeigaeies Knorpelgewebe in vitro hersiellbar wird 
Oder Implantaie hersieUbar werden. die mindesiens zum Teil aus deranigem 
5 Knorpelgewebe besiehen. Zur Losung dieser Aufgabe ist es notwendig, fiir 
Chondrozyten bzw. andere, zu einer ChondrozytenfunJction fahige Zellen in 
vitro eine deranige Umgebung, insbesondere eine dreidimensionaie deranige ' 
Umgebung zu schaffen. dass sie auch iiber eine langere Kulturzeit nicht dedif- 
ferenzicren und ihre Funktion aktiv ausuben, bzw. dass sie zu aktiven Chon- 
10 drozyten differenzien werden. Durch die Losung dieses Problems ist der 
Haupiieil der Aufgabe gelos:. denn nicht dedifferenzierende, vitale Chondro- 
zyten bauen unter den geeigneien Bedingungen gemass iiirer natarlichen 
Funktion die entsprechende extrazellulare Matrix auf und stelien zusammen 
mit dieser Knorpelgewebe dar. 

15 

Die nach dem erfindungsgsmassen Verfahren hergestellten Implaniate. die 
mindesiens zum Teil aus in vitro hergestelltem Knorpelgewebe bestehen. 
soUen insbesondere geeignet sein fiir die Reparatur von enchondralen oder 
20 osieochondralen Gelenk-Defekten. Sie soUen fiir jede Tiefe deraniger Defek- 
le hersieUbar sein und mit den erfmdungsgemassen Implantaten repariene 
deranige Defekie sollen moglichst bald nach der Implantation belastbar sein 
und zwar sowohl mit Press- als auch mit Scherkraften. 

25 

Die oben genannie Aufgabe wire gelost durch das Verfahren. wie es in den 
Anspriichen definie.'t is:. 

30 Das erfindungsgemasse Verfahren beruht auf dem Befund. dass Chondrozyten 
ein den Anspruchea genugendes Knorpelgewebe aufbauen konnen. wenn 
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dafur gesorgt wird, dass die Konzentration von Stoffen, die von den Zellen 
produzien und in exrrazeiluiare Raume ausgeschieden werden, nach einer 
kurzen .^angsphase eine geniigend hohe Konzeniratioa aufweisen und dass 
eine ahnliche Konzentration wahrend der ganzen Kulturzeit aufrechierhalten 
5 bleibt. Unter diesen Bedingungen bleibt die differenzierie Funkiion von 
Chondrozyten vol! erhalten (sie dedifferenzieren nichi zu Fibroblasten) und/- 
oder ist es mdglich, entsprechende Zellen, insbesondere mesenchymale 
Stammzellen oder andere mesenchymale Zellen oder auch Fibroblasten zu 
einer enisprechenden Funkiion zu differenzieren, 

10 

Die erste Bedingung wird erfulli dadurch, dass eine Zeligemeinschaft geschaf- 
fen wird, in der mindesteas zu Beginn der Kultur eine deran hohe Zelldichte 
hcrrscht, dass die Zellen fahig sind, die fiir die genannten Konzentrationen in 

15 den Zellzwischenraumen nocwendigen Mengen an Stoffen in der genannten 
kurzen Zeit zu produzieren. Die zweite Bedingung wird crfulli dadurch, dass 
die Zeligemeinschaft in einem begrcnzten Zellraum untergebrachi wird, in 
dem verhinden wird, dass die genannten Stoffe aus den Zellzwischenraumen 
ausgeschwemmt werden. 

20 ' 

Die genannten Sto£fe sind insbesondere autokrine Fakioren und Stoffe, die als 
Bausieine fur den Aufbau der cxtrazellularen Matrix dienen. Diese Bausteine 
sind vor allem Aggrekane, Link-Proieine und Hyalorunate fiir den Aufbau der 
25 Proteoglykan-Aggregate und Kollagen-Vorstufen fiir den Aufbau der Kolla- 
genfibrillen vom Typ n. 

Gemass dem erfindungsgemassen Verfahren werden die Zellen fur die in 
30 vitro Kultur nicht irrunobilisier: sondem es wird ihnen ein Raum ohne dreidi- 
mensionale, kiinstliche Matrix zur Verfiigung gestellt, in dem die beiden oben 
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angegebenen Bedingungen erfullt sind, in dem es aber weitgehead den ZeUen 
uberlassen wird, wie sic sich relativ zueinander ansicdeln woUen. Es zeiet sich, 
dass in cinem deranigen freien Zellraum Zellen ihre Chondrozytenfuokiion 
vol! ausuben und sich ein Kaoqjclgewebe ziichten lassi, das eine fur cine 
5 Implantation und fur cine mindestens bcschrankte Belastung nach der Im- 
plantation geniigende Festigkeit aufweist. 

Nach dem erfindungsge masse n Verfahren werden also Zellen, die zu einer 
10 ChondrozYtenfunktion befahigt sind. in einen an sich leeren, das heissi hoch- 
stcns mil Kulturmedium gefuUten Zellraum eingebrachi deran, dass im Zell- 
raum eine Zelldichte von etwa 5x10' bis 10' Zellen pro cm^ Zellraum eni- 
sieht, was bci einem ungefahren Zellvolumen jeder Zelle von 10^ \xm^ eine 
Raumbelegung von ca. 5% bis 100% ergibt, 

15 

Der Zellraum har mindesiens leilweise durchlassige Wande und svird fur die 
Kuliurzeit in einen mit Kulmrmedium gefiillten Raum eingebrachi, welches 
Kulmrmedium in bekamiier Weise periodisch emcuen wird. Wahrend der 
20 Kulmrzeit ist der Zellraum stationar im Kulturmedium angeordnei oder wird 
darin bewegt (relative Bewegung rwischen Zellraum und den Zellraum um- 
gebendem Kulturmedium). 

25 Die Durchlassigkeii der durchlassigen Teile der Zellraumwandung und die 
reiaiive Bewegung von Zellraum und Kulturmedium, sind deran auf die Di- 
mensionen des Zellraumes (abhangig vom zu erzeugenden Knorpel) abzusiim- 
men, dass die Bedingung der Ausschwemmungs-Verhinderung erfullt wird. 



30 
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Fur alle Falie sind semipermeable Wandbereiche (semipermeable Membrane) 
mil einer Durchiassigkeit von lO'OOO bis lOO'OOO DaJton (10 bis 100 kDa) 
geeignet. insbesondere fur bewegte Kulniren und fur Zellraume mit grossen 
Dimensionen (dreidimensionaie Gebilde), Die genannien autokrinen Faktoren 
5 und Bausieine fur den Aufbau der Makromolekule der extrazellularen Knor- 
pelmatrix haben Molekulargewichte derart, dass sie eine Membran mil der 
genannien Duchlassigkeii nichi passieren konnen. 

10 Es zeigt sich, dass fur siaiionare Kulturen und Zellraume mit mindesiens 
ciner kleinen Dimension (dunne Schichien) auch offenporige Wande mil 
bedeuiend grosseren Poren (bis in den Bereich von 10 bis 20um). die nichi als 
semipermeable Wande sondern nur als Konvekiionsbarrieren wirken konnen. 
genugen und dass gee^benenfalls der Zellraum sogar auf einer Seite offen 

IS sein kann. 

Insbesondere in unbewegien Zellraumen seizen sich die Zellen bei kleineren 
Zelldichien in Richmng Schwerkraft ab, wodurch schichianige Knoqjelgewebe 
20 erzeugbar sind. Fur die Erzeugung mehr dreidimensionaler Knorpelgebiide 
ervveisen sich bewegte Zellraume als vorteilhaft. 

Fur spezifische Kiilmren und insbesondere auch fur spezifische Formen und 
25 Grossen von Zellraumen muss die optimale Anordnung (mit oder ohne Bewe- 
gung des Zellraumes im Kultu.-medium) und die optimale Beschaffenheit der 
Zellraumwand bzw. der durchlassigen Teile der Zellraumwand experimeniell 
ermiiielt werden. 

30 

Der Zellraum hat also im wesemlichen drei Funkiionen: 
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- Der Zellraum halt die Gemeinschaft der (nicht immobilisierten) Zellen in 
einer geniigenden Dichie zusammen. deran. dass sie ihre spczicUe FunJc- 
lionsfahigkeii nicht verlieren: 

5 - der Zellraum begrenzi das Knorpelwachstum, sodass durch Wahl der 
Zellraumform die Form des entstehenden Knorpels steuerbar isi: 

. die Zellraumwand eriaubt die Versorgung der ZeUen mit Kulturmedium, 
verhinden aber die Ausscbwemmung der fiir das Knorpelwacbstum noi- 
10 wendigen, von den Zellen sekretienen Stoffe. 



Fur die Hersiellung von Implantaten. die nur teilweise aus Knorpelgewebe 
besiehen. kann ein Teil der durchlassigen Zellraumwand zusatzlich noch eine 
15 Funktion aJs Implantatsteil ubemehmen. wie weiter unten noch im DeiaU zu 
beschreiben sein wird. 



Die in den Zellraum einzubringenden Zellen sind Chondrozyten. mesenchy- 
20 male Stammzellen oder andere raesenchymale Zellen. Diese ZeUtypen k6n- 
nen aus Knorpelgeweben, Knochen oder Knochemnark in bekannter Weise 
isolien werden oder auch aus Binde- oder Fettgewebe. Auch Fibroblasten 
sind geeignet. wenn dera Kulnirmedium bzw. dera Zellraum Faktoren zugege- 
ben werden, die ihre Differenzieruog zu Chondrozyten bewirken oder die 
25 Zellen, bevor sie in den Zellraum gebracht werden, mit deranigen Faktoren 
behandelt werden. Die Zellen konnen auch. bevor sie in den Zellraum einge- 
brachi werden, in vitro vermehn werden. 



30 Die in den genannten Geweben vorhandenen Mischungen von Zelliypen 
brauchen nicht aufgetrennt zu werden. sondem konnen als solche in den Zell- 



"^0 91,46665 PCr/CH97/00220 



12 - 



raum eingebracht werden. Es zeigt sicfa auch, dass cine voUstandige Treanung 
der Zellen von der sie umgebenden intereellularen Matrix nicht notwendig isu 
dass also gegebenenfalls ansrelle von isolienen Zellen auch Gewebeieilchen 
Oder Mischungen von isolienen Zellen und Gewebeieilchen in den Zellraum 
5 eingebracht werden konnen. Dabei isi gegebenenfalls durch teilweise Abtren- 
nung der extrazellularen Matrix von solchen Gewebeteilchen, beispielsweise 
durch cine kurze cnzymatische Verdauung, dafur zu sorgen. dass die geforder- 
le Zelldichte im Zellraum erreicht werden kann. 

Es zeigt sich, dass mil handelsublichen Kulturmedien, wie beispielsweise 
HAM-F12, denen voneilhafterweise 5 bis 15% Senim zugegeben werden, gute 
Resultate erzielt werden konnen. Feraer konnen dem Kulturmedium auch an 
sich bekannte Wachstumsfaktoren und andere Komponenten von Kulmrme- 
dien, die eine Vermehrung der Zellen und die Bildung der Knorpelmairix 
fordem. beigegeben werden. 



10 



15 



Es zeigt sich. dass in den gemass dem erfmdungsgemassen Verfahren erzeug- 
ten Kulturbedingungen die Chondrozyten aktiv bleiben und nicht dedifferen- 
zieren, sodass sich der Raum in einer Kulturzeit in der Grossenordnung von 
ca. drei Wochen mil Knorpelgewebe fullt. Das entsiehende Knorpelgewebe 
kann, sobald es dazu eine genugende mechanische Festigkeit aufweisi, aus 
dem Zellraum enifemi werden und beispielsweise frei schwimmend in einem 
Kulturmedium weiter kultivien werden oder es kann bis unmittelbar vor der 
Weiierverwendung (Transplantation) im Zellraum verbleiben. 



30 



Nach dem erfindungsgemassen Verfahren bergestelltes Knorpelgewebe kann 
als Implantat oder Implantaisieil. bzw. bei der Verwendung von autologen 
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Zellen als Zell-auio-Transplantat oder aber auch fur wissenschaftliche Zwecke 
in viiro weiterverwendec wird. 



5 Die folgenden FIguren Ulustrieren das erfindungsgemasse Verfahren. die 
Anordnung zur Durchfuhmng des eriindungsgernassen Verfahrens sowie Bei- 
spiele von Implamaten, die durch das erfindungsgemasse Verfahren herge- 
stellt werden konnen. Bei den dargestellten Beispieien handeit es sich um 
Implantate fiir die Reparamr von enchondralen and osieocbondralen Defek- 
10 ten. Mil dem erfindungsgemassen Verfahren isi es aber auch moglich, andere 
Iraplantate herzustellen, zum Beispiel Gehorknochen Oder fur die plastische 
Chirurgie Nasenknorpel. Orbiailboden, Ohrenmuscheln oder Teile davon. 

Figuren 1 bis 4 zeigen vier beispielhafte Anordnungen (im Schnitt) zur 
15 Durchfiihning des erfindungsgemassen Verfahrens zur in vitro Her- 

stellung von Kncrpelgewebe; 

Figuren 5 bis 7 zeigen Chondroitin- und Kollagengehalt von verschiedenen 
experimeatellen Knorpelkulniren (aus Kulniren nach dem erfin- 
20 dungsgemassen Verfahren und aus Vergleichskuituren nach bekann- 

len Verfahren) im Vergieich mit Knorpel aus einem Gelenk; 

Figuren 8 und 9 zeigen zur Illustration der mechanischen Eigenschaften von 
nach dem errlndungsgemassen Verfahren hergesielliem Knorpel: 
25 Kraftverlaufe bei der Belasrung dieses Knorpels (Figur 8) und bei 

der Belaswng sines nativen Knorpels (Figur 9); 

Figuren 10 bis 13 zeigen licht- und elektronenmikroskopische Aufnahmen von 
nach dem erfindungsgemassen Verfahren hergestelltem Knorpel 
30 und von naiivem Knorpel. 
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10 



15 



20 



Figxir 14 zeigt einen Schnitt durch ein nach dem erfindungsgemassen Ver- 
fahren gemiiss Figur 2 oder 3 hergestelltes Implamat mit einer 
Tragerschicht und einer Knorpelschicht (Grenzbereich zwischen den 
rwei Schichien im Schniti senkrecht zu den Schichten): 

Rguren IS und H zeigen beispielhafte Ausfuhningsformen des erfindungsge- 
massen Iinplaiitaies gemass Figur 14 im Schnitt senkrecht zur Knor- 
pelschicht; 

Rguren 17 bis 20 zeigen Beispiele von Anwendungen von nach dem erfin- 
dungsgemassen Verfahren hergesiellten Implantaien zur Reparamr 
von enchondralen und osieochondralen Gelenk-Defekien (Schnitte 
senkrecht zur Knorpelschicht). 



Figur 1 zeigi im Schnitt ein-: beispielhafte Anordnung zur erfindungsgemassen 
in-vitro-Herstellung von Knorpelgewebe. Diese besteht im wesentlichen aus 
einem begrenzten Zellraum I. in den die Zellen eingebrachi werden und der 
in einem Kulturmedium-Raum 2 angeordnet ist. Mindestens ein Teil der 
Begrenzung des Zellraumes I gegen den Kulmrmedium-Raum 2 wird durch 
eine durchlassige Wand, beispielsweise eine semipermeable Membran 3 gebil- 
det. Die restUche Begrenzung des Zellraumes 1 gegen den Kulturmedium- 
Raum 2 ist dicht und besteht beispielsweise aus Kunststoffteilen, die dem 
ZeUraum 1 die vorgesehene Form verleihen und die semipermeablen Mem- 
25 brane festhalten. 



Im dargestellten Beispiel sind ein innerer Ring 4 und zwei auf diesen inneren 
Ring 4 aufsieckbare aussere Schnappringe 5 und 6 vorgesehen. die zusammen 
mit zwei beispielsweise im wesentlichen kreisformigen Stiicken semiperme- 
abler Membran 3 einen kreisscheibenformigen Zellraum 1 einschliessen. 
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Die semipermeable Membran 3 hai eine Durchliissigkcit von lO'OOO bis 
lOO'OOO Dalion. Sie besieht zum Beispiel aus demselben Material wie ein 
enaprechender Dialyseschlauch. 

5 

Es ist offensichtlich. dass in anaioger Art zu der in der Figur 1 dargesrellten 
Anordnung Zellraume verschiedenster Form gebildet werden konnen, in die 
Zellen eingebrachi werden und in denen diese Knorpelgewebe aufbauen, 
10 wobei das Knorpelgewebe im wesemlichen die Form des Zellraumes 1 oder 
des wahrend der Kultur in Richmng Schwerkrafi gegen umen gerichteten 
Teils des Zellraumes 1 annimmi. 

15 Der Kuiturmedium-Raum 2 ist ein beliebiger Raum, in dem in bekannter 
Weise das Kulnirmedium periodisch ausgewechselt wird. Wenn der Zeilraum 
1 im Kulturmedium-Raum 2 bewegi werden soli, ist der Kulmrmedium-Raum 
beispielsweise eine Spinnerflasche. 

20 

Unier Venvendung einer Anordnung gemass Figur 1 lauft das erfindungsge- 
masse Verfahren beispielsweise wie folgt ab: 

Zellen, Gewebeteilchen oder Mischungen von Zellen und/oder Gewebe- 
25 teilchen. wie sie weiter obea beschrieben sind, werden. z.B. in Kulturme- 

dium aufgeschiammt, in den freien Zeilraum eingebracht deran. dass die 
Zelldichte im Zeilraum im Bereic.ne zwischen 5x10^ und lO' Zellen pro 
cm^ betragt. 



wo 97/46665 



PCT/CH97/00220 



- 16 - 

- Dcr Zellraum wird gcschlossea, dann in den Kultunnedium-Raum ein- 
gebrachc und darin fiir einca Zeicraum in der Grosse von etwa drei Wo- 
chen beiassen. 

5 - Das im ZcUraum entstaadene Knorpelgewebe wird aus dem ZeUraum 
CQtfernt und entweder in einem Kulcurmedium frei schwimmend weiier 
kuliivien oder direki als Implantat bzw. Transplaniat odcr fur wissen- 
schaftlichc Untersuchungen weiterverwendei. 

10 

In Zellraumen gemass Figur 1 werden Implantaie hergestelli, die nur aus 
Knorpelgewebe bestehen, beispielsweise Gehorknochen, Nasenknorpel, Orbi- 
talboden Ohrenmuscheln oder Teile davon. 

15 

Figur 2 zcigt eine weiterc Varianre cines Zellraumes fur die Durchfuhrung 
dcs erfmdungsgcmassen Verfahrens. Der ZeUraum 1 isr flach und seine eine 
Seite ist begrenzt durch eine offenporige, starre oder plasiisch deformierbare 
Platte 7 aus einem biologisch abbaubaren oder nicht abbaubaren Knochen- 
20 ersatzmateriai, die andere Seite durch eine weitere durchlassige Wand, bei- 
spielsweise cine semipermeable Membran 3 oder eine grober porose Wand. 
Der Zellraum hat eine Hohe von beispielsweise ca. 3 bis 5mm und eine belie- 
bige flachige Form und Ausdehnung. 

25 

Ein Zellraum, wie er in der Figur 2 dargestelli ist, ist insbesondere geeignet 
fiir die Herstellung eines Implaniats zur Reparaiur eines osieochondraien De- 
fekis, welches Implantat nicht nur die in dem flachen Zellraum gewachsene 
Knorpelschicht sondem auch die Knochenersatzplaiie 7 umfasst. Diese Kno- 
30 chcnersatzplatte 7 hat also im wcsentlichen rwci Funktionen: sie dient wah- 
rend dem ICnorpelwachstum als durchlassige Wandung des Zellraumes I und 
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sie diem im fertigen Implantat als Verankerungssubstrat fur die Knorpel- 
schicht. wobei nach der Implaniation dieses Knochenersatzmaierial in bekann- 
ter Weise von Zellen aus dem angrenzenden, viialen Knochen besiedeli wird. 

5 

Damii die Knochenersatzplaite 7 die obcn genannte zweite Funktion erfuDen 
kann, muss durch entsprecheade Anordnung des Zellraumes im Kulmrmedi- 
um-Raum dafiir gesorgi werdea dass die Zellen sich moglichst regelmassig 
auf der Knochenersaizplatie 7 abseizen (mindesiens fur den Fall, dass eine 
10 Zelldichte gewahlt wird, die zu einem Absetzen der Zellen fuhri). Der Zell- 
raum 1 wird also beispieisweise. wie in der Figur 2 dargesiellu mil der Kno- 
chenersaLzplatte 7 gegen unten stationar im Kulturmedium-Raum 2 angeord- 
net, sodass die Zellen sich durch die Wirkung der Schwerkraft auf der Kno- 
chenersatzplarie 7 absetzen. 

15 

Femer muss die Knochenersatzplaite 7 deran beschaffen sein, dass das im 
Zcllraum I entstehende Knorpelgewebe in einem Grenzbereich mil der Kno- 
chcnersatzplatie 7 verwachst and dadurch ein auf Scherung belastbares Im- 

20 plantar enisteht. Eine deranige Verwachsung wird erreicht dadurch, dass die 
Porosiiat des Knochenersatzmaterials mindesiens auf derjenigen Oberflache, 
auf der der Knorpel geziichtet wird, so gewahlt wird, dass die bei der Bildung 
der extrazellularen Knorpelmatrix entstehenden Kollagenfibrillen in die Poren 
hineinwachsen und den entstehenden Knorpel in der Knochenersatzplaite ver- 

25 ankem. Es zeigt sich, dass fiir eine deranige Verankerung der Kollagenfibril- 
lea Poren von ca. I bis 20um geeignet sind. 

Femer ist es voneilhaft, wean von den Zellen, die fur die Knorpelziichtung 
30 auf die Oberflache der Knochenersatzplaite aufgebracht werden sich ein Teil 
in Oberflachenunebenheiten oder Poren niederlassi, sodass durch das Wach- 
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sen von Knorpelgewebe in diesen Unebenhetten Oder Poren Knorpelgewebe 
und Knochenersatzmateria] in der An ernes Fonnschlusses miteinander ver- 
bunden warden. Es zeigt sich. dass Zellen sich leichi in Unebenheiten Oder 
Poren niederlassen. wenn diese mindesiens 20um. vorieilhafienveise zwischen 
5 20 und 50um gross sind. 



An die Knochenersatzplatte 7 werden also die folgenden Bedingungen ge- 
stellt: 

10 

- Damit die Zellen sich aus dem Kulturmedium durch die Knochcnersaiz- 
plane eraahren konnen. muss diese Poren aunveisen. die durchgehende 
Kanale bilden (offene Porosiiat). 

15 . Damit die ICnochenersaczpiatte mindestens als Konvektionsbarriere gegen 
die Ausschwenrmiung der grosseren Molekiile diene kann. durfen die 
Poren nicht zu gross und die Platiendicke nicht ru kiein sein. 

Damit die beim Knorpelwachstum enistehenden KoUagenfibriilen sich in 
20 den Poren der Platte verankem. soUen die Poren nicht grosser -Us ca. 

20um sein. 

- Damit Zellen sich in Unebenheiten der Oberflache der Knorpelersaiz- 
platte ansiedein konnen. mussen mindestens auf der gegen die wachsehde 

25 Knorpelschicht gewandten Oberflache der Knochenersatzplatte deranige 

Unebenheiten (Oberflachenrauheit) mit Grossen von mindestens ca. 
20um vorgesehen seiu. 



30 



Es zeigt sich dass mil entsp.-echend Oberflachen-rauhen Knochenersatzplat- 
len mit offenen Poren in der Grossenordnung von 2 bis 20um und mil einer 



wo 97/46665 



PCT/CH97/00220 



- 19- 

Dicke von 0.5 bis 5mni, vorzugsweise 0,5 bis 1.5mm guie Resuliaie crzielr 
werden konnen. Bei Plaiiendicken uber ca. 0,5 bis 1mm kann der von der 
wachsenden Knorpelschichr abgewajidte Bereich der Knochenersaczpiatie 
auch eine grobere Porositat aufweisen, beispielsweise Poren bis ru Grossen 
5 von 300 bis 700um. wie sie von Knochenersatzmateriaiien bekanni sind. Der- 
anige Porosiiaien begiinstigen die in vivo Vaskularisiemng des Knochener. 
saizmate rials. 

10 Als Knochenersatzmaicrial eigncn sich an sich alle gangigen osteoindukiiven 
und/oder osieokondukriven Maierialien, vorzugsweise biologisch abbaubare 
Maierialien, die die angegebene, otfene Porositat aufweisen una die sich zu 
siarren Oder plastisch verformbaren Platten verarbeiten lassen. Beispielsweise 
sind plastisch verforrabare Platten herstellbar aus Kollagen I, aus KoUagen I 

15 und Hydroxyapatit oder aus Polymilchsaure, starre Platten aus Tricalzium- 
phosphai, aus Hydroxyapatit und aus anderen anorganischen Knocfaencrsatz- 
materialien. 

20 Eine Behandlung der Knochenersatzplatte 7 mit einem Haftfaktor (attach- 
ment factor) ist m'cht nocwendig. 

In einem Zellraum gemass Figur 2 mil einer enisprechend offenporigen Kno- 
25 chsnersaizplacte 7 wird also nich: nur Knorpelgewebe in vitro geziichtet, son- 
dera es wird ein Implantat hergesiellt, das einen vorgebildetcn, verwachsenen 
Knorpel/Knochen-Greazbereich aufweisi. 

30 Figur 3 zeigt eine weitere, beisplelshafte Anordnung zur Durchfuhrung des 
ertmdungsgemassen Verfahrens. Es handelt sich im Prinzip um eine Kom- 
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binaiion des Verfahrens gemass Figuren 1 und 2. Die ICnochenersatzplatre 7 

isi hier nicht als Teil der durchlassigen Wandung des Zellraumes 1 angeord- 
nct sondern liegi innerhalb eines dcrartigen, beispielsweise mit semiperme- 
ablen Membranen 3 begreoztsn Raumes. Es ist offensichtlich, dass in einer 
5 deranigen Anordnung die Funktion der Knochencrsatzplatte 7 als Konvek- 
rioasbarriere wcgfallt und dass aus diesem Gninde die Porositat und Dicke 
der Platte nait einer grosserca Freibeit gewahlt werden kann. 

10 Die in der Figur 3 dargesiellie Anordung eignet sich insbesondere fiir diinne, 
plasiisch verformbare Knochenersatzplatten 7, die als Zellraumwandung 
schwierig zu handhaben sind. 

15 Figur 4 zeigt scbematisch eine weitere Ausfuhrungsfonn eines Zellraumes 1, 
der sich insbesondere zur Ziicbtung von sehr diinnen Knorpelschichten, die 
mit einer Knochenersaizplatre verwachsen sind, eignet. Im Gegensatz zum 
Zellraum gemass Figuren 1 bis 3 ist der Zellraum der Figur 4 gegen oben 
offen, sodass mindestens in den ersten ein bis zwei Wochen unter staiionaren 

20 Kulmrbedingungen gcrachtet werden muss. Im Gegensatz zu ahnlichen, be- 
kannien Anordnungen (z.B. US-5326357, Kandel) ist als Trager fiir die Zellen 
eine Knochenersatzplatte 7 vorgesehen und werden die Zellen nicht als Mo- 
nolayer auf den Trager aufgebracht und nichi mil Hilfe eines Haftfakiors 
immobilisieri. 

25 

Figuren 5 bis 7 zeigen Resuitate, die in Versuchen mit dem erfindungsgemas- 
sen Vcrfahren (Versuchsanordnung im wesentlichen wie in Figur 1 skizziert) 
crhalten wurden. Als semipermeable Membran wurden Dialyseschlauche ver- 
30 wendet. 
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Es wurden aus Schultergelenken von Rindem isoliene Chondrozyien verwen- 
dcL Die Isoiiemng der Zellen vi-urde nach bekannten Methoden durchgefuhrt. 
Die Zellen wurden in die Diaiyseschlauche eingebrachi und diese wahrend 
der Kulcurzeit in einer Spinnerflasche bewegi, wobei die Zellen sich am unie- 
5 rea Ende der Schlauche absetzten. Als Kultunnedium wurde HAM-F12 mit 5 
bis 15% Serum verwendet. Das Kulturmedium wurde alle rwei Tage gcwech- 
seli. 



10 Figur 5 zeigt die Gehalte an Chondroitinsulfat und KoUagen (ng/ml, auf das 
Volumen des gebildeien Knorpelgewebes bezogen) als Funktion der Kuliur- 
zeit (20, 29 und 49 Tage) des nacb dem erfindungsgemassen Verfahren herge- 
stelliea Knorpelgewebes verglicben mit entsprechenden Wenen von Knorpel 
aus dem Schultergelenk eines achtzehn Monate alten Rindes (Vergleich). Die 

15 Resuliaie zeigen, dass der Gehali an Chondroiiinsulfai im in vitro hergestell- 
len Knorpelgewebe sogar hoher sein kann als in naiiirlichem Knorpel, dass 
aber der Gehalt an Kollagen deailich liefer isi. 

20 Figuren 6 und 7 zeigen ebenfalls als Funktion der Kulturzeit (0, 7, 20 und 40 
Tage) Chondroitinsulfat- (Figur 6) und Kollagen-Gehalte (Figur 7) in Ver- 
gleichskulmren A und B und von nach dem erfindungsgemassen Verfahren 
gezuchtetm Knorpelgewebe nach 40 Tagen Kulmrzeit (C: entstehender Knor- 
pel im Bereich der abgeseizten Zellen im Zellraum. D: Kulmrmedium uber 

25 den abgesetzten Zellen im Zellraum). Als Vergleichsversuche wurden Chon- 
drozyien in Alginatkugeln eingebettet und in einer siationaren Kultur kulti- 
vieri (A) und in einer Spinnerflasche (B). 
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Durcfa die Figuren 6 und 7 wird deudich, dass der Knorpclaufbau in der Ver- 
sucnsanordnung gemass Ernndung bedeutend erfolgreicher veriaufi als in den 
Vergleichsversuchen. 

5 

Figuren 8 und 9 zeigen fur einen mil dem erfindungsgemassen Vertahren 
hergesiellten Knorpel (Figur 8) und fiir einen nativen Knorpel (Figur 9) Re- 
suitate von Belasiungsversuchen zur Illusrraiion der mechanischen Eigenschaf- 
ten des erfindungsgemass hergesiellten Knorpels (Kulturbedingungen. bei 

10 denen der Knorpe! hergesielli wurde, siehe weiier oben) verglichen tnit me- 
chanischen Eigenschafien von naiivem Knorpel (Rind). Der Versuch besiehi 
darin, einen Stempel mil einer konsianten Geschwindigkeii (I Micromeier pro 
Sekunde) in den Knorpel zu dnicken und den Stempel bei einer Eindringtiefe 
von 200um anzuhalien, wahrend dessen die Siempelkraft registrien wird. 

15 Dabei sieigt die Stempelkrafi zuerst ecwa proportional mil der Eindringtiefe 
und sinkt nach dem Sdllsiand des Stempels ab (viskoelasiischer Kratiabbau 
durch Flussigkeitsverlusi des Knorpelgcwebes). 

20 Die beiden Figuren 8 und 9 siellen die Stempelkrafi in Ncwion (N) als Funk- 
lion der Zeii in Sekunden (s) dar. In der Figur 8 isi auch die Regisirierung 
der Eindringtiefe (Weg) in um dargesielli. 

25 Der Belasnangsversuch mil dem nach dem erfindungsgemassen Verfahren 
hergesiellten Knorpel (Figur 8) wurde mil einem Stempel mil 20mm Durch- 
messer durchgefiihn, sodass sich eine maximale Druckspannung von ca. 
0,8N7cm- ergibi. Der Versuch mil dem nativen Knorpel wurde mil einem 
Stempel von 5mm Durchmesser durchgefiihri, sodass sich eine maximale 

30 Druckspannung von ca. 30N/cm- ergibi. 
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Die doch bedeutend kleinere maxiraaie Dnickspannung des Knorpels. der mit 
dem erfindungsgemassen Verfahren hergestelli wurde, lassi sich aus den Figu- 
ren 10 bis 13 erWaren. Diese Figuren stellen lichtmikroskopische Aufoahmen 
(Figuren 10 und 11) und elektronenmikroskopische Au&iahmen (Figuren 12 
und 13) des nach dem erandungsgemassen Verfahren hergestellten und fur 
die Belasrungsversuche verwenderen Knorpels (Figuren 10 und 12) und 
menschlichen Knorpels aus der mittleren radiaren Zone (Figuren 1 1 und 13) 
dar. 



Die Figuren 10 und 11 zeigen deuUich, dass der nach dem erfindungsgemas- 
sen Verfahren hergestellte Kjiorpel bedeutend mehr Chondrozyten enthalt als 
der Vergleichsknorpel. was fur den in vitro geziichteten Knorpel als Wachs- 
mmsstadium imerpretiert werden kaon. Dieselbe Interpretation legen die 
15 Figuren 12 und 13 nahe. auf denen in den Chondrozyten Organellen gut sicht- 
bar sind (mit Pfeilen ma/kiert). Im Vergleichsknorpel sind die OrganeUen 
schmal, was auf cine geringc Synthesetaiigkeit schliessen lasst; im erfindungs- 
gemass hergesteUten Knorpel sind sie deutlich erweitert. was auf intensive 
Synthesetaiigkeit und damit auf eine Wachstumsphase hinweist. 

20 

Weitere elektronenmikroskopische Untersuchungen von nach dem erfindungs- 
gemSssen Verfahren hergestelltem Knorpelgewebe zeigen. dass die Kollagen- 
fibrilien darin ein dichtes Netz bilden. dass sie aber weniger dick sind als in 

25 nativem Knorpel (nach abgeschlossenem Wachsium) und dass sie in diesem 
Netz nicht gerichcet sondem beliebig angeordnet sind. Das nach dem erfin- 
dungsgemassen Verfahren iiergestellte Knorpelgewebe ist also als eine An 
embryonales Knorpelgewebe zu betrachten, das aber die Fahigkeit besitzi. 
sich in vivo (nach der Implantation) zu einem "ausgewachsenen" Kxiorpelge- 

30 webe weiierrueniwickeln. 
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Figur 14 zeigt in schematischer Dantellung einen hisiologischen Schnitt (Ver- 
grossemng ca. lOOx) durch den Grenzbereich zwischen Knorpelschicht und 
Knochenersatzplatte eines Implamaies. das in einer Anordnung geraass einer 
der Figuren 2 bis 4 hergesrelli wurde. Knoipelgewebe 10 und Knochenersatz. 
5 plane 7 sind in einem Grenzbereich 11 Fornischluss-anig miieinander ver- 
bunden, dadurch, dass das BCnorpelgewebe in Oberflachenunebenheiien der 
Knochenersatzplatte 7 hineingewachsen isi. 



10 Figuren 15 und 16 zeigen im Schnitt durch die Knorpelschicht 10 beispielhafte 
Ausfuhrungsformen von Implantatea die hergestellt werden nach Verfahren. 
wie sie im Zusammenhang mit den Figuren 2 bis 4 beschrieben wurden. und 
die zwischen der Knorpelschicht 10 und einer daninterliegenden Knochen- 
ersatzplatte 7 einen verwachsenen Grenzbereich 11 aufwcisen. wie er in der 

15 Figur 14 dargestellt ist. 



Nach Abschluss der Kulturzeii von einigen Wochen wird die Knochenersatz- 
platte 7 mit der darauf entstandenen Knorpelschicht 10 von den ubrigen 
20 Wandbestandteilen des Zellraumes getrennt Vor der Implantation wird das 
aus Knorpelschicht 10 und Knochenersatzplatte 7 bestehende Implantat gege- 
benenfalls auf eine vorgegebene Grosse und Form reduzien und/oder auf ein 
weiteres Stuck eines Knochenersatzmaterials 12 aufgesetzi. 

25 

Fiir eine Bearbeitung des im Zellraum entstandenen Implamaies worden in 
der Chirurgie gangige Methoden venvendei, wie beispielsweise Stanzen. La- 
ser-Schneiden oder Frasen. Fur eine Vergrosserung des Knochenersatzteils 
wird ein weiteres Stuck 12 aus einem gleichen oder anderen Knochenersatz- 
30 material auf der der Knorpelschicht 10 gegeniiberliegenden Seite der Kno- 
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20 



30 



chenersaizplane 7 mil Hilfe einer Schicht 13 aus einem an sicb bekannien, 
vorzugsweise biologisch abbaubaren Zemem angesetzt. 



Nach der Implantation wandem in das offenporige Knochenersaizmaierial der 
Knochenersatzplatte 7 und des angesetzten Stacks 12 aus der nativen Umge- 
bung knochenbildende ZeUen ein und wachsen Mikrogefasse in die Poren des 
Materials. Als Folge davon entsteht natiirliches Knochengewebe. das das 
Knocfaenersatzmaterial (7. 12, 13). das sukzessive abgebaut wird. ersetzi. Da- 
bei ist zu envanen, dass der in vitro geziichteie Knorpel im Grenzbereich 11 
mineraiisien wird. 



Figuren 17 bis 20 zeigen enchondrale und osieochondrale Defekie, die mit 
beispielhaften Ausfuhningsfonnen von erfindungsgemassen Implaniaten repa- 
rien sind. 



Figur 17 zeigt einen zu einer definienen Form aufgebohrten oder ausgeschnit- 
lenen, enchondralen Defekt, einen Defekt also, der in der nativen Knorpel- 
schicht 20 liegt und das unier der Knorpelschicht 20 liegende Knochengewebe 
21 niciii tangiert. Ein deraniger Defekt ist im Humanfall hochstens etwa 3mm 
tief und kann sich uber einen beliebigen Bereich einer Knorpelschicht er- 
strecken. In den aufgebohnen ode.- ausgeschnittenen Defekt wird ein Stiick 
25 Knorpelgewebe 10' eingesetzt. das beispiebweise in einer Anordnung gemass 
Figur 1 gezuchtet wurde und das nach der Zuchtung gegebeneof dVdurcfa 
Scfaneiden oder Stanzen auf die Form des Defektes gebracht wurde. 



Bei kleinen Defekten genigt es. fur eine genugende Fixierung des Implantates 
im Defekt. dieses beim Einbringen leicht elastisch zu deformieren (press fit). 
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Bei grosseren Defekicn wird das Implantai mit bekaxmten Mitiein bcfestigt: 
beispieisweise mit einem Stuck Knochenhaui, das daruber genaht Oder geklebt 
wird, mil einem Kleber, der zwischen naiivem Kiiorpel und Implantai einge- 
bracht wird (z.B. Fibrinkleber). oder durch Vemahen mit dem nativcn Knor- 
5 pel. 

Figur 18 zeigi einen zu einer definierten Form aufgebohrten, kieineren osteo- 
chondralen Defeki (flachige Ausdehnung bis ca. lOmm. Tiefe bis zu ca 3mm 

10 im Knochen), ein Defekt also, der nichi nur die native Knorpelschichi 20 
sondem auch das daninterliegeade Knochengewebe 21 betrifft. Dieser Defeki 
ist mil einem Implantai gemass Figur 15 reparien, welches Implantai mit 
einem oder mehreren Pins befestigi isi. Es sind zwei Pins dargestelit. Der eine 
Pin 22.1 wird vom Chirurgen von der Oberflache durch das Implantai geirie- 

15 ben, der andere Pin 22.2 ist vorgangig in der Knochenersatzpiatte 7 des Im- 
planiates angeordnet worden und wird durch Pressen auf die Implantatsobcr- 
flache in den Knochen gecrieben. Je nach flachiger Ausdehnung des Defekies 
werden ein Pin oder eine Mehrzahl von Pins angeordnet. 

20 

Selbstversiandlich ist es auch moglich, das Implantai gemass Figur IS mil 
anderen Fixierungsmitieln als mit Pins im Defekt zu befesiigen. 

25 Aus der Figur IS ist ersichrlich, dass die beirachilichen Scherkrafte. die bei 
der Belasoing von Gelenken auf den Grenzbereich zwischen Knochen 21 und 
Knorpel 20 wirken, im Bereiche des reparierten Defekies vom Grenzbereich 
11 ubemonunen werden, in dem die in vitro geziichtete Knorpelschichi 10 mit 
der Knochenersatzpiatte 7 verwachsen ist. 
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Anstelle des aus einer in vitro gezuchteien Knorpelschicht 10 und einer Kno- 
chenersaizplatte 7 besiehenden Implantates. wie es in der Figur 18 dareesielli 
ist. kann denelbe Defekr auch mit einer Fullmasse gefullt und mil einem in 
viiro geziichieten Stuck Knorpelgewebc, wie es in der Figur 17 dargestelh ist. 
5 repariert werden. Zur Aufnahme der Scherkrafte sind in einem solchen Falle 
beispielsweise durchgehende Pins 22.1 vonaisehen. 



•Figur 19 zeigT einen aufgebohnen. osteochondralen Defeki. der bis ia eine 
10 Tiefe von beispielsweise 20 bis 30mm praparieri und durch Implantation eines 
ernndungsgemassen Implantates gemass Figur 16 repariert worden ist. Scher- 
krafte auf das Implantat werden wiederum durch die Verwachsung zwischen 
Knorpelschicht 10 und Knochenersatzplatie 7 aufgenommen. Da die Zemeni- 
verfaindung 13 im nariven Knochen 21 liegt, wird sic auf Scherung nicht bela- 
15 siet und brauchi aus diesem Grunde nicht durch einen Siift verstarkt zu wer- 
den. 



Die in der Figur 18 dargestcllte Reparamrstelle kann auch erstellt werden. 
20 indem der untere Teil der Bohrung mit einem Knochenersatzraaierial gefullt 
wird und indem auf diesem Material gegebenenfalls mittels einer Zement- 
schicht 13 ein Implantat gemass Figur 15 implantieri wird. 

25 Fiir grossere osteochondrale Defekte konnen im Sinne einer Mosaikplastik 
eine Mehrzahl von Implantaten gemass Figur 19 vorgesehen werden. 

Figur 20 zeigt einen grossen und tiefen osteochondralen Defeki. Dieser ist 
30 deran gross, dass die neu zu erstellende Knorpelflache nicht mehr mil einer 
ebencn Flache angenahe.'-t werden kann. Ein deraniger Defeki kann. wie 
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weiter oben angedeuteu durch eine Mosaikplastik repariert werden. Da aber 
die erfindungsgemassen Implantate in ihrer flachigen Ausdehnung nicht be- 
schranJci sind und da deren Knochenersaizplanen 7 auch aus einem piasiisch 
verformbaren Material bestehen konnen. lassi sich der Defekt einfacber ge- 
5 mass Figur 20 mil einem Implantat gemass Figur 15 reparieren. Zu diesem 
Zwecke wird der Defekt auf eine Tiefe von einigen MilUmeteni in den Kno- 
chen 21 zu einer definierien Form ausgeschnitten, werden tiefere Stellen mir 
einem plastischen Knochenersatzmaieria! gefiiUt und wird das Implantat im 
Defekt posiiionien und mil geeigneien Mittein fixieri. 



10 
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PATENTANSPRUCHE 

Verfahren zur in viiro Herstellung von Knorpelgewebe und von Implanta- 
len, die mindesiens teiiweise aus Knorpelgewebe bestehen. ausgehend 
von viialen Zellen, die die Fahigkeit haben, eine extrazeliulare Knorpel- 
matrix zu bilden, dadurch gekennzeichnet, dass die Zellen in einen Zell- 
raum (1) eingebrach: und zur Bildung einer exirazellularen Knorpelmatrix 
in diesem Zellraum (1) belassen werden, wobei pro cm' Zellraum 5xl0' 
bis 10' Zellen eingebrachi werden, wobei der Zellraum (1) mindesiens 
teiiweise durch eine semipermeable Wandung oder eine als Konvektions- 
barriere wirksame offenporige Wandung von einem den Zellraum (1) um- 
gebenden Kulturrnedium-Raum (2) getrennt isL 

Verfahren nach Anspnjch 1. dadurch gekennzeichnet, dass aus entspre- 
chenden Geweben isolierie Chondrozyten. mesenchymale Stammzellen, 
andere mesenchymale Zellen oder Fibroblasien oder Mischungen der 
genannien Zelltypen oder Gewebeteilchen. die mindesiens einen Typ der 
genannien Zellen enihalten. in den Zellraum (1) eingebrachi werden. 

Verfahren nach .^.spruch 2. dadurch gekennzeichnet. dass die Zellen vor 
dem Einbringen in den Zellraum (I) in einer Zellkulmr verroehn werden. 

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3. dadurch gekennzeichnet, 
dass der Zellraum (1) wahrend der Kuliurzeit im Kulnirmedium-Raum 
(2) stationar angeordner ist oder darin bewegt wird und dass mindesiens 
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cin Teil dcr Zellraumwandung aus eincr semipcrmeablen Membran mil 
einer Durchlassigkeii von lO'OOO bis lOO'OOO Dalion besiehi. 



5 5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass innerhalb des 
Zellraumes cine offenporige, starre oder plastisch deformierbare Platte 
(7) aus einem Knocfacncrsatzmaterial angeordnei isi. 



10 6. Verfahren nach einem dcr .Aiispriiche 1 bis 3. dadurch gekennzeichnet. 

dass der Zellraum (1) wahrend der Kulturzeit im Kulturmedium-Raum 
(2) staiionar angeordnet is: und dass mindestens ein Teil der Zellraum- 
wandung als offenporige Schicht mil Poren von bis zu ca. 20um ausgebil- 
det ist. 

15 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet. dass die offenpori- 
ge Schichi eine Plane (7) aus einem Knochenersatzmaierial isi und dass 
dcr Zellraum (1) derari angeordnei ist, dass die Platte (7) unten ist, so- 
20 dass die in den Zellraum (I) eingebrachien Zellen sich auf der Platte (7) 

absetzecL 



8. Anordnung zur Durchfuhrung ces Verfahrens nach einem der Anspniiche 
25 I bis 7, dadurch gekennzeichnei, dass sie einen Zellraum (1) aufweist, 

welcher Zellraum (I) mindestens teilweise durch eine semipermeable 
Membran (3) oder eine als Konvektionsbarriere dienende offenporige 
Schicht von einem den Zellraum (I) umgebenden Kulturmedium-Raum 
(2) abgetrennt ist. 



30 
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9. Ailordnung nach Anspmch 8. dadurch gekennzeichnei, dass die semiper- 
meable Membran (3) eine Durchlassigkeit von lO'OOO bis lOO'OOO Dalton 
hat. 



5 

10. Anordnung nach Anspmch 8, dadurch gekennzetchnec, dass die als Kon- 
vekiionsbarricre dienende Schicht eine offene Porosiiai von 1 bis 20um 
aufweist und eine Dicke von 0,5 bis 3nim hai. 

10 

11. Anordnung nach einem der Anspriiche 8 bis 10, dadurch gekennzeichnet, 
dass der Zellraum (1) eine flachige Form mit zwei im wesentlichen par- 
allelen Siimflachen aufweist und dass die beiden Stimflachen durch semi- 
permeable Membrane (3) oder durcb offenporige Schichien gebildet sind. 

15 

12. Anordnung nach einem der Anspriiche 10 oder 1 1, dadurch gekennzeich- 
net« dass die offenporige Schicht eine starre oder plastisch verformbare 
Platte (7) aus einem biologisch abbaubaren oder nicht abbaubaren Kno- 

20 chenersatrmaterial ist und dass der Zellraum im Kulturmedium-Raum (2) 

derart angeordnet ist, dass die Knochenersatzplatte (7) unten ist. 



13. Anordnung nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass die Kno* 
25 chenersatzplatte (7) auf ihrer gegen das Innere des Zellraumes gewand- 

ten Oberflache Unebenheiten mit Grossen von mindestens 20um auf- 
weist. 
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14. AnordnuDg nach einem der Anspriiche 12 Oder 13. dadurch gekennzeich- 
net, dass die Knochenersaizplacte (7) auf ihrer vom Zellraum abgcwand- 
ten Seiie eine Porositat von 300 bis 700um aufweisi. 

15. Anordnung nach einnem der Axispniche 12 bis 14, dadurch gekennzeich- 
net, dass ausserhalb der Knochenersatzplatie (7) eine weiiere durchlassige 
Wandung angeordnet ist. 

16. Zellraum begrenzt durch eine Wandung, die mindestens zum Teil aus 
einem offenporigen Knochencrsatzmaterial besteht, als Teil einer .Ajiord- 
nung nach einem der Ajospruche 12 bis 15. 

17. Implaniat hergestelk nach dem Verfahren gemass einem der Anspriiche 5 
bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass es eine Platte (7) aus einem offenpo- 
rigen Knochenersatzmaterial aufweist, deren Oberflache mindestens leil- 
weise mil einer in vitro geziichteten Knorpelschicht (10) bedeckt ist, wo- 
bei das Knorpelgewebe der Knorpelschicht (10) durch Einwachsen in 
Poren und Oberflachenunebenheiten des Knochenersatzmaterials in die- 
sem veranken ist. 

IS. Implantat nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass die Platte (7) 
aus Knochenersatzmaterial mindestens in dem der Knorpelschicht (10) 
zugewandten Bereich Poren in der Grosse von 1 bis 20uni aufweisi und 
eine Dicke von 0,5 bis 3mm hat. 
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19. Implantat nacfa einem der Anspriiche 17 oder 18, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Plane (7) aus Buiochenersatzmaterial durch eine Zemem- 
schicht (13) mil einem weiteren Teil (12) aus Knochenersatzmaterial ver- 
bunden ist. 



20. Implaniai nach einem der Anspriiche 17 bis 19. dadurch gekennzeichnet, 
dass es starr oder plasiisch verformbar ist. 



21. Verwendung des Verfahrens nach einem der .Ajispriiche ! bis 7 zur Her- 
steliung von Implaniaten zur Reparatur von enchondralen oder osteo- 
cbondralen Gelenk-Defekten. 



22. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 4 oder 6 
zur Hersiellung von Gehorknochen. .Nasenknorpeln, Orbitalbdden, Oh- 
reamuscheln oder von Teilen davon. 



23. Verwendung des Implantates nach einem der Anspriiche 17 bis 20 zur 
Reparaiur von enchondralen oder osieochondralen Gelenk-Defekten. 
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